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Seznam uporabljenih okrajšav 
1 % BSA/TBS CaCl2  s trisom pufrana slanica s 5 mM CaCl2 in 1 % BSA, pH 7,4 
A280    absorbanca pri valovni dolžini 280 nm 
aβ2GPI    protitelesa proti β2GPI 
aβ2GPI  IgG ELISA  ELISA za določevanje aβ2GPI IgG 
AFM    mikroskop na atomsko silo (ang. atomic force microscope) 
ANX A5   aneksin A5 
aPL    antifosfolipidna protitelesa 
APS    antifosfolipidni sindrom 
aPS/PT   od fosfatidilserina odvisna protitelesa proti protrombinu 
aPS/PT IgG ELISA  ELISA za določevanje aPS/PT IgG  
aPT    protitelesa proti protrombinu 
AUA    arbitrarne enote IgA 
AUG    arbitrarne enote IgG 
β2GPI    β2-glikoprotein I 
BSA    goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin) 
ELISA encimskoimunska metoda (ang. enzyme-linked 
immunosorbent assay) 
HBS-Ca2+   s HEPES pufrana slanica  
IgG    imunoglobulini razreda G 
IgA    imunoglobulini razreda A 
DNA    deoksiribonukleinska kislina 
DOPC    dioleil fosfatidilholin 
DOPS    dioleil fosfatidilserin 
OD405    optična gostota pri valovni dolžini 405 nm 
p.a.    analitska čistota (lat. pro analysi) 
PBS    s fosfatnim pufrom pufrana slanica, pH 7,4 
PBS-0,05 % Tween 20 s fosfatnim pufrom pufrana slanica z 0,05 % Tween 20 
Ph. Eur.   Evropska farmakopeja 
SDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata 
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SLB lipidni dvosloj na trdnem nosilcu (ang. solid-supported lipid 
bilayer) 
SUV    majhni unilamelarni vezikli (ang. small unilamellar vesicles) 
TBS CaCl2 0,05 % Tween 20 s trisom pufrana slanica s 5 mM CaCl2 in 0,05 % Tween 20  
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Povzetek 
Lipidni dvosloj na trdnem nosilcu v kombinaciji z mikroskopom na atomsko silo omogoča 
in vitro študije (pato)fizioloških procesov na celični membrani pod fiziološkimi pogoji. 
Antifosfolipidni sindrom je primer stanja, kjer avtoprotitelesa proti različnim proteinom, 
udeleženih v hemostazi, spremenijo procese na aktivirani celični membrani, kar vodi v 
ponavljajoče tromboze in zaplete v nosečnosti. 
V našem delu smo v tekočinski celici mikroskopa na atomsko silo pri fizioloških pogojih 
proučevali vpliv izoliranih antifosfolipidnih protiteles in β2-glikoproteina I na celovitost 
antikoagulacijske kristalne mreže aneksina A5 na fosfolipidnem dvosloju. Specifična 
protitelesa proti protrombinu in β2-glikoproteinu smo izolirali iz pacienta s primarnim 
antifosfolipidnim sindromom z metodami afinitetne kromatografije, čistost in specifičnost 
pa potrdili z encimskoimunokemijskimi metodami. Fosfolipidne vezikle smo pripravili z 
odparevanjem topila in tvorbo filma, ki smo ga hidrirali in ultrazvočno obdelali.  Vezikli so 
pri inkubaciji na sljudi tvorili fosfolipidni dvosloj. Z mikroskopom na atomsko silo smo v 
kontaktnem načinu slikali površino dvosloja in opazovali spremembe po injiciranju aneksina 
A5, β2-glikoproteina I in protiteles proti β2-glikoproteinu I.  
Po analizi izoliranih specifičnih protiteles se nam poraja vprašanje o obstoju podpopulacije 
protiteles, ki prepoznavajo tako protrombin kot β2-glikoprotein I oziroma morebitne skupne 
epitope. Ugotovili smo, da je velikost veziklov odvisna predvsem od moči ultrazvočne 
obdelave, manj pa od časa obdelave. Največji delež pokritosti sljude z dvoslojem smo 
dosegli z vezikli velikosti 100–200 nm. Pokazali smo, da je hitrost kristalizacije in kristalna 
oblika aneksina A5 odvisna od koncentracije aneksina A5 in deleža fosfatidilserina. Vezave 
β2-glikoproteina I na dvosloj nismo zaznali niti v prisotnosti protiteles. Prisotnost imunskega 
kompleksa ni vplivala na kristalizacijo aneksina A5. Nevezava β2-glikoproteina I je lahko 
posledica eksperimentalnih pogojev ali njegovega izvora. 
Uporabljeni model ima vlogo v diagnostiki antifosfolipidnega sindroma z vrednotenjem 
različnih antifosfolipidnih protiteles. Služi lahko tudi za iskanje novih učinkovin za 
zdravljenje antifosfolipidnega sindroma.  
Ključne besede: antifosfolipidna protitelesa, aneksin A5, β2-glikoprotein I, lipidni dvosloj 
na trdnem nosilcu, mikroskop na atomsko silo 
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Abstract 
Solid-supported lipid bilayer in combination with atomic force microscope enables in vitro 
studies of (patho)physiological processes of the cell membrane under physiological 
conditions. Antiphospholipid syndrome is a model disease, in which the presence of 
autoantibodies against various proteins of haemostasis system disrupt processes of activated 
cell membrane, leading to recurring thrombosis and obstetric complications. 
In our work we have studied the effect of isolated antiphospholipid antibodies and β2-
glycoprotein I on the integrity of anticoagulant crystalline lattice of annexin A5 formed on 
phospholipid bilayer using fluid cell atomic force microscope. Specific antibodies against 
prothrombin and β2-glycoprotein I were isolated from a patient diagnosed with primary 
antiphospholipid syndrome using affinity chromatography. Purity and specificity were 
confirmed with enzyme-linked immunosorbent assay. Phospholipid vesicles were prepared 
by evaporation-based film formation, which was hydrated and sonicated. Vesicles were 
incubated on mica to form a bilayer. Atomic force microscope measurements were 
performed in contact mode by scanning the surface of the bilayer and observing the changes 
after injecting annexin A5, β2-glycoprotein I and antibodies against β2-glycoprotein I.  
The analysis of isolated specific antibodies rises the question of existence of subpopulation 
of antibodies which recognize both prothrombin and β2-glycoprotein I or their possible 
shared epitopes. The size of vesicles depended mostly on the power and less on the time of 
sonication. The highest bilayer coverage of mica was achieved using vesicles sized 100–200 
nm. We showed that the crystallization rate and crystal form of annexin A5 depends on the 
concentration of annexin A5 and mass fraction of phosphatidylserine. Agglomeration of β2-
glycoprotein I on the bilayer was not noticed, even in the presence of antibodies. The 
presence of immune complex did not disrupt annexin A5 crystallization. The lack of bilayer 
binding of β2-glycoprotein I may occur due to experimental conditions or protein source. 
The model used in our work represents an important role in diagnostics of antiphospholipid 
syndrome by assessing different antiphospholipid antibodies. It can also function as a 
searching tool for new therapeutic substances in antiphosholipid syndrome therapy. 
Key words: antiphospholipid antibodies, annexin A5, β2-glycoprotein I, solid-supported 
lipid bilayer, atomic force microscopy 
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1 UVOD 
Klinični pokazatelj bolezni je presežek kritične meje patoloških procesov na molekulski in 
celični ravni, zato je za razumevanje nastanka bolezenskih znakov, še bolj pa za učinkovito 
načrtovanje možnih terapevtskih posegov, ključno poznavanje prav molekulske ravni 
patogeneze. Za ta namen je na voljo vrsta molekulskih in celičnih modelov, vključno s 
fosfolipidnimi dvosloji na trdnem nosilcu, ki omogočajo raziskave medmolekulskih 
interakcij na celičnih površinah v razmerah z zmanjšanim številom spremenljivk. 
1.1 Lipidni dvosloj na trdnem nosilcu 
Začetki priprave lipidnega dvosloja na trdnem nosilcu (ang. solid-supported lipid bilayer, 
SLB) iz majhnih unilamelarnih veziklov (SUV) so iz leta 1984 (1). Tvorbo SLB razumemo 
po sledečem mehanizmu: vezikli se adsorbirajo na nosilec in spajajo med seboj, sledi 
razlivanje veziklov, kar vodi v nastanek dvoslojnih kolutov z izpostavljenim robom, ki je 
energijsko neugoden in spodbuja rast dvosloja preko interakcij s sosednjim lipidnim 
materialom ali vezikli iz disperzije ((2), (3)). Nastanek SLB je odvisen od narave nosilca 
(površinski naboj, kemijska sestava in hrapavost), lipidnih veziklov (sestava, naboj in 
fizikalno stanje) in vodnega okolja (sestava, pH in ionska moč) (4). Hidrofilnost nosilca je 
potreben, ne pa zadosten pogoj za razlivanje veziklov in posledično tvorbo SLB (5), zato so 
najpogosteje uporabljeni nosilci steklo, Si3N4, SiO2 in sljuda (4). SLB tvorijo tekoči 
dvodimenzionalen prostor, ki omogoča prosto difuzijo v translaciji in rotaciji lipidnih 
molekul in z lipidi povezanih proteinov, kar omogoča študij tvorbe lipidne domene, 
intermembranskih interakcij ali membranskih procesov, kot so adsorpcija proteinov, 
samourejanje proteinov, lociranje proteinov ali funkcija proteinov (pregled v (4)). 
1.2 Asimetrija membranskih fosfolipidov 
Asimetrija membranskih fosfolipidov je vseprisotna in ima velik fiziološki pomen, saj celice 
porabljajo energijo za določeno transmembransko porazdelitev fosfolipidov. V splošnem je 
zunanji sloj celične membrane evkariontov sestavljen pretežno iz fosfatidilholina in 
sfingomielina, notranji pa predvsem iz fosfatidilserina in fosfatidiletanolamina. Izguba 
asimetrije, predvsem pojav fosfatidilserina na površini celic, je sprožilec več fizioloških 
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(hemostaze) in patoloških pojavov (tromboze) ter omogoča makrofagom prepoznavanje 
apoptotičnih in malignih celic (6). 
1.3 Mikroskopija na atomsko silo 
Izum mikroskopa na atomsko silo (AFM) sega v leto 1986. Izhodiščno se je uporabljal za 
študij trdnih površin, kmalu pa je postal nepogrešljivo orodje tudi na področju biokemije (7). 
Glavna prednost AFM je, da omogoča opazovanje bioloških struktur v nativnem okolju in 
spremljanje v realnem času (8). Z njim so posneli 3D slike molekul (DNA, proteini, 
polisaharidi), struktur (membrane, bakterije, celice) in zajeli njihove interakcije (9). Poleg 
topografskih slik z nanometrsko resolucijo je s spektroskopijo sil moč raziskovati intra- in 
intermolekularne interakcije ter mehanske lastnosti (10). 
Princip delovanja 
Osnovni sestavni deli AFM so: ročica z ostro konico (tipalo), piezoelektrično vodilo, laserski 
žarek, optični detektor (krajevno občutljiv fotodetektor) in kontrolni sistem. Vzorec je 
nameščen na piezoelektrično vodilo, ki ga premika. Delovanje temelji na merjenju upogiba 
ročice s konico, ki se premika po površini vzorca. Upogib zaznamo preko spremembe kota 
odboja laserskega žarka na ročici, ki ga zazna optični detektor. Najpogostejši načini 
preiskovanja površin so: kontaktni način, tipalni način in nekontaktni način snemanja (9). 
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Slika 1: Shematski prikaz sestavnih delov AFM. Prirejeno po (11). 
Kontaktni način 
Tipalo je med premikanjem po preiskovani površini z njo v direktnem stiku. Pri kontaktnem 
načinu s konstanto silo je upogib ročice konstanten, vsako spremembo upogiba preko 
povratne zanke pa kompenzira vertikalni premik piezoelektričnega vodila. Slika površine je 
sestavljena iz zajetih podatkov o vertikalni poziciji. Relativno velika hitrost premikanja 
tipala povzroči strižno silo na vzorec, kar lahko povzroči deformacijo površine pri mehkih 
bioloških vzorcih (10). 
Tipalni način 
Pri tipalnem načinu ročica niha z zelo visoko frekvenco in tipalo se dotakne površine le 
enkrat na nihajni cikel. Skeniranje poteka pri konstantni amplitudi nihanja tipala. 
Sprememba povprečne razdalje med tipalom in površino povzroči spremembo amplitude 
nihanja, ki je parameter povratne zanke. Prednost tipalnega načina je zmanjšanje lateralnih 
sil na vzorec (12).   
4 
 
Nekontaktni način 
Pri nekontaktnem načinu tipalo niha, vendar konica nikoli ne pride v stik s površino. 
Primeren je za najbolj občutljive vzorce, vendar zaradi velike razdalje med tipalom in 
preiskovano površino ne dosega resolucije kontaktnega ali tipalnega načina (10). 
Spektroskopija sil 
Spektroskopija sil ni tehnika za vizualizacijo topografije površine, temveč meri interakcijo 
med tipalom in površino, medtem ko se tipalo približuje in oddaljuje od površine v isti točki. 
Rezultat je graf upogiba tipala oziroma sile na tipalo v odvisnosti od razdalje med tipalom 
in površino (12). 
1.4 Aneksin A5 
Aneksin A5 (ANX A5) je glikoprotein z molekulsko maso 35,7 kDa. Spada v družino 
aneksinov, ki sestoji iz vodotopnih, strukturno podobnih proteinov, ki vežejo negativno 
nabite fosfolipide v odvisnosti od kalcijevih ionov (13). Sestavljajo ga štiri domene iz alfa 
vijačnic, je v obliki konkavne plošče, kjer sta vezavni mesti za kalcijev ion in fosfolipide na 
konveksni strani (14). Vezava na membrano z negativnimi fosfolipidi povzroči trimerizacijo, 
trimeri pa se povežejo v kristalno mrežo simetrije p3 ali p6 (15). Fiziološka vloga ANX A5 
je vezana na sposobnost vezave na negativno nabite fosfolipide in tvorbo kristalne mreže, ki 
predstavlja antikoagulacijski ščit ter preprečuje koagulacijskim faktorjem dostop do 
fosfolipidne površine (16). Ostale opisane funkcije so: znižanje ravni izražanja površinskega 
tkivnega faktorja (17), aktivnost kalcijevega kanalčka (18), regulacija fosfolipaze A2 (19) in 
zaviranje makrofagov pri fagocitozi apoptotičnih celic (20). 
1.5 β2-glikoprotein I 
β2-glikoprotein I (β2GPI) je plazemski glikoprotein z molekulsko maso 50 kDa (21). V 
človeški plazmi je njegova koncentracija okoli 200 µg/mL (50–500 µg/mL), največ se ga 
sintetizira v jetrih (22). Primarno strukturo β2GPI predstavlja ena polipeptidna veriga 326 
aminokislin s petimi mesti za pripenjanje oligosaharidov (23). Terciarna struktura je iz petih 
domen, pri čemer so si prve štiri podobne, peta pa vsebuje z lizinom bogato pozitivno nabito 
regijo, ki je odgovorna za adhezijo na anionske fosfolipide, in gibljivo hidrofobno zanko, ki 
omogoča vstavitev v lipidno membrano. Prva razrešitev kristalne strukture proteina je 
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pokazala, da je protein oblike črke »J«, kjer leži domena V pravokotno glede na ostale (24). 
Kasnejši eksperimenti z ozko-kotnim sipanjem rentgenske svetlobe in elektronsko 
mikroskopijo so razkrili dodatni konformaciji v obliki črke »S« in črke »O«, kar nakazuje 
na fleksibilnost strukture in odvisnost konformacije od interakcij z okolico. Konformacijama 
»S« in »O« je skupno zakrivanje imunodominantnih epitopov v domeni I, ki se razkrijejo pri 
vezavi β2GPI na fosfolipide ob zavzetju konformacije »J« ((25), (26)). Fiziološka vloga 
β2GPI še ni docela pojasnjena. Kljub pomanjkanju ali odsotnosti β2GPI pri ljudeh in miših 
ni jasno izraženih nepravilnosti pri hemostazi ali v nosečnosti ((27), (28)). V več poročilih 
so in vitro lastnosti β2GPI opisane kot naravni regulator koagulacije, vendar vloga in vivo ni 
popolnoma jasna (21). β2GPI deluje tudi kot opsonin veziklov, ki vsebujejo fosfatidilserin, 
apoptotičnih celic in lipopolisaharidov ((29), (30)). 
1.6 Protitelesa proti β2GPI 
Številne raziskave so pokazale, da je prisotnost antifosfolipidnih protiteles (aPL) povezana 
z zgodovino okužb (31). Povezavo razlagata dve teoriji. Prva je molekulska mimikrija (32), 
pri kateri podobnost med tujimi in lastnimi proteini sproži izgubo imunske tolerance. Pri 
drugi teoriji pa tuje snovi delujejo kot adjuvansi (33), ki interagirajo z β2GPI in povzročijo 
njegovo konformacijsko spremembo, ob kateri se izrazijo prej skriti epitopi. Avtoprotitelesa 
proti β2GPI (aβ2GPI) so heterogena populacija protiteles z različno povezavo s kliničnimi 
znaki (21). Ločimo jih lahko glede na epitop, ki ga prepoznavajo, ali glede na avidnost. 
Protitelesa, ki prepoznavajo kriptične epitope v domeni I, bolje korelirajo s trombozami kot 
ostala, usmerjena proti drugim epitopom (34). Visoko avidna protitelesa so bolj povezana s 
trombozami in zapleti v nosečnosti kot nizko avidna, ki so bolj razširjena pri pacientih z 
avtoimunskimi boleznimi brez antifosfolipidnega sindroma (APS) ((35), (36)). Mehanizem 
nastanka krvnega strdka razlagamo z modelom dveh sprožilcev ((37), (38)). Prisotnost aPL 
je potreben, ne pa zadosten pogoj za razvoj APS, saj so tromboze kljub stalni prisotnosti 
redke. aPL preko aktivacije endotelijskih celic, trombocitov, monocitov in limfocitov 
vzpostavijo trombotično, vnetno in adhezivno stanje (39). »Drugi sprožilec« je nato potreben 
za spodbuditev koagulacije, ki vodi v trombozo. To so lahko okužbe, avtoimunske bolezni 
ali ostali dejavniki tveganja za trombozo (peroralni kontraceptivi, operacije, kajenje …) 
(Slika 2) (40). Možen mehanizem zapletov v nosečnosti je tudi zmanjšanje koncentracije 
ANX A5 na trofoblastih placente in endotelijskih celicah ali prekinitev kristalizacije ANX 
A5 v prisotnosti aβ2GPI ((41), (42)). 
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Slika 2: Patogenost protiteles proti β2GPI. Protitelesa proti β2GPI, ki prepoznavajo kriptične 
epitope v domeni I, sprožijo dimerizacijo β2GPI na celični površini, kar preko interakcij s 
celicami ali z inaktivacijo nekaterih antikoagulacijskih proteinov vzpostavi trombotično, 
vnetno in adhezivno stanje. Pri modelu dveh sprožilcev je potreben še »drugi sprožilec« za 
nastanek tromboze. Prirejeno po (39). 
1.7 Antifosfolipidni sindrom 
Antifosfolipidni sindrom je sistemska avtoimunska bolezen z značilnimi simptomi: 
ponavljajoče arterijske ali venske tromboze, zapleti v nosečnosti ter prisotnost 
antifosfolipidnih protiteles. Glede na laboratorijsko diagnostiko aPL delimo na lupusne 
antikoagulante, antikardiolipinska protitelesa in protitelesa proti β2-glikoproteinu I (43). 
Kljub imenu se aPL ne vežejo direktno na fosfolipidne površine, temveč prepoznajo 
kompleks fosfolipidov in plazemskih proteinov, kot so β2GPI, protrombin, aneksin A5, 
visoko- in nizkomolekularni kininogeni, protein S in protein C (16). APS delimo na primarni 
(izolirana bolezen) in sekundarni, kadar je pridružen drugi sistemski vezivnotkivni 
avtoimunski bolezni, največkrat sistemskemu lupusu eritematozusu (44). Pospešeno obliko 
APS, pri katerem številne tromboze malih žil vodijo v večorgansko odpoved, imenujemo 
katastrofni APS (45). 
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2 NAMEN DELA 
Več avtorjev je v sklopu študija APS pokazalo, da je z uporabo AFM moč vizualizirati 
patofiziološke procese na modelu aktivirane celične membrane v vodnem mediju, in 
predstavilo nove mehanizme patogenosti aPL. 
V sklopu magistrske naloge želimo po modelu Irman in sod. (10) ovrednotiti izolirana, 
specifična protitelesa pacienta s primarnim APS. Model vsebuje fosfolipidni dvosloj na 
trdnem nosilcu, opazovan v tekočinski celici AFM, kot model aktivirane celične membrane 
v fiziološkem mediju. 
V Laboratoriju za imunologijo revmatizma bomo: 
 iz protiteles, pridobljenih z imunoadsorpcijo pacienta s primarnim APS izolirali 
protitelesa razreda G, 
 iz izoliranih protiteles izolirali specifična protitelesa proti protrombinu in β2GPI, 
 pripravili fosfolipidne vezikle za izdelavo fosfolipidnega dvosloja na trdnem nosilcu. 
Na Katedri za farmacevtsko tehnologijo Fakultete za farmacijo bo doc. dr. Špela Zupančič 
izmerila velikost fosfolipidnih veziklov z metodo fotonske korelacijske spektroskopije. 
V Laboratoriju za fiziko mehkih snovi Odseka za fiziko trdnih snovi IJS pod mentorstvom 
izr. prof. dr. Mihe Škarabota bomo: 
 pripravili fosfolipidni dvosloj na trdnem nosilcu, 
 izvedli in vitro poskuse v tekočinski celici AFM. 
Naši vodilni raziskovalni vprašanji sta: kako prisotnost specifičnih protiteles in β2GPI vpliva 
na celovitost kristalne mreže ANX A5 na fosfolipidnem dvosloju ter kako lahko opažanja 
prenesemo na fiziološke aktivirane celične membrane za razlago nastanka simptomov APS.    
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3 MATERIALI 
3.1 Biološki materiali humanega izvora 
 izhodiščni material: protitelesa, pridobljena z imunoadsorpcijo pacienta s primarnim 
APS 
 človeški β2GPI, izoliran iz plazme krvodajalcev (46) 
 protrombin – humani, liofiliziran, najmanj 95 %, Enzyme Research Laboratories, 
Swansea, Združeno kraljestvo 
 standardi, pozitivne in negativne kontrole IgG ter IgA za aPS/PT in aβ2GPI ELISA 
iz banke vzorcev Laboratorija za imunologijo revmatizma 
 aneksin A5 – izoliran iz človeške placente, najmanj 90 % (SDS-PAGE), 0,97 mg/mL, 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
3.2 Reagenti 
 demineralizirana in destilirana voda – pripravljeni v Laboratoriju za imunologijo 
revmatizma  
 fosfatidilserin – 2 g/L, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA 
 etanol – absolutni (CH3CH2OH) – najmanj 99,8 %, p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Nemčija 
 dinatrijev hidrogenfosfat dihidrat (Na2HPO4 x 2H2O) – najmanj 99,5 %, p.a., 
Kemika, Zagreb, Hrvaška 
 goveji serumski albumin (BSA) – liofiliziran prah, najmanj 96 %, Sigma-Aldrich, St. 
Louis, ZDA 
 kalcijev klorid dihidrat (CaCl2 x 2 H2O) – najmanj 99,5 %, p.a., Merck, Darmstadt, 
Nemčija 
 kloroform (CHCl3) – vsaj 99,5 %, stabiliziran z amilenom, p.a., Lach-Ner, 
Neratovice, Češka republika 
 metanol (CH3OH) – p.a., Alkaloid AD, Skopje, Makedonija 
 natrijev klorid (NaCl) – najmanj 99,8 %, p.a., Sigma-Aldrich, Danska 
 para-nitrofenil fosfat – 5 mg tablete, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA 
 tris(hidroksimetil)aminometan (H2NC(CH2OH)3) – Ph.Eur., Merck, Darmstadt, 
Nemčija 
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 Tween 20 (polioksietilen sorbitan monolavrat) – EIA čist, Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, ZDA 
 tekoči dušik (N2) – 200 bar, Linde gas 
 glicin – 99,7–101 %, p.a, Sigma-Aldrich, Kitajska  
 himerna monoklonska protitelesa razreda G – IgG Sapporo Standard (HCAL), Inova 
Diagnostics, San Diego, CA, ZDA 
 HEPES –  ≥99,5 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
 voda za injekcije – B. Braun, Melsungen, Nemčija 
 natrijev hidroksid (NaOH) – p.a., Kemika, Zagreb, Hrvaška 
 dioleil fosfatidilserin (DOPS) – >99 %, Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, 
ZDA 
 dioleil fosfatidilholin (DOPC) – >99 %, Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, 
ZDA 
 sljuda – Muscovite mica, V-1 quality, Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, 
ZDA 
 kozja protitelesa, usmerjena proti človeškim IgG, specifična za Fcγ fragment, 
konjugirana z alkalno fosfatazo – koncentracija protiteles 0,6 mg/mL, Accurate 
Chemical & Scientific Corporation, Westbury, ZDA 
 dietanolamin (NH(CH2CH2OH)2) – najmanj 98,0 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA 
 klorovodikova kislina – 37 %, p.a., Kemika, Zagreb, Hrvaška 
 natrijev acetat, brezvodni (CH3COONa) – najmanj 99 %, p.a., Merck, Darmstadt, 
Nemčija 
 ocetna kislina (CH3COOH) – 100 %, brezvodna, Merck, Darmstadt, Nemčija 
 kalijev klorid (KCl) – najmanj 99,5 %, p.a., Merck, Darmstadt, Nemčija 
 kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) – 98,0–100,5 %, Ph. Eur., Merck, Darmstadt, 
Nemčija 
 magnezijev klorid heksahidrat (MgCl2 x 6H2O) – p.a., 99,0–102,0 %, Merck, 
Darmstadt, Nemčija 
 natrijev azid (NaN3) – najmanj 99,0 %, visoke čistote, Merck, Darmstadt, Nemčija 
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3.3 Pufri in raztopine 
Izolacija IgG 
 10-krat koncentriran vezavni pufer*: 0,2 M natrijev fosfat v 20-odstotnem etanolu, 
pH 7,0 
 10-krat koncentriran izpiralni pufer*: 1M glicin-HCl v 20-odstotnem etanolu, pH 2,7 
 nevtralizacijski pufer*: 1 M Tris-HCl, pH 9,0  
 shranjevanje kolone: 20-odstotni etanol 
(*priloženi v kompletu s kolono z imobiliziranim proteinom G (HiTrap Protein G HP)) 
Izolacija aPT in aβ2GPI IgG 
 vezavni pufer: 20 mM natrijev fosfat, pH 7,0 
 izpiralni pufer: 0,1 M glicin-HCl, pH 2,7 
 nevtralizacijski pufer: 1 M Tris-HCl, pH 9,0 
 blokirni pufer: 0,1 M Tris-HCl, 0,5 M NaCl, pH 8,0 
 acetatni pufer: 0,1 M natrijev acetat/ocetna kislina, 0,5 M NaCl, pH 4,0 
aPS/PT IgG ELISA 
 priprava fosfatidilserina: kloroform/metanol (1:4) 
 pufer za blokado, pripravo vzorcev, kontrol in standardov: s trisom pufrana slanica s 
5 mM CaCl2 in 1 % BSA, pH 7,4 (1 % BSA/TBS CaCl2) 
 Koncentracija 
Natrijev klorid 136 mM 
Kalijev klorid 2,7 mM 
Tris 25 mM 
BSA 1 % 
Kalcijev klorid 5 mM 
V deionizirani vodi 
pH smo umerili z 2 M HCl 
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 spiralni pufer: s trisom pufrana slanica s 5 mM CaCl2 in 0,05 % Tween 20 (TBS 
CaCl2 0,05 % Tween 20) 
 Koncentracija 
Natrijev klorid 136 mM 
Kalijev klorid 2,7 mM 
Tris 25 mM 
Kalcijev klorid 5 mM 
Tween 20 0,05 % 
V deionizirani vodi 
pH smo umerili z 2 M HCl 
 priprava substrata: dietanolaminski pufer, pH 9,8 
 Koncentracija 
Dietanolamin 970 mM 
Magnezijev klorid 0,49 mM 
Natrijev azid 3,1 mM 
V deionizirani vodi 
pH smo umerili z 2 M HCl  
aβ2GPI IgG ELISA 
 priprava β2GPI: s fosfatnim pufrom pufrana slanica, pH 7,4 (PBS) 
 Koncentracija 
Natrijev klorid 137 mM 
Kalijev klorid 2,7 mM 
Natrijev hidrogen fosfat 6,5 mM 
Kalijev dihidrogen fosfat 1,5 mM 
*Tween 20 (PBS-0,05 % Tween 
20) 
0,05 % 
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V deionizirani vodi 
pH smo umerili z 2 M HCl ali 2 M NaOH 
 pufer za pripravo vzorcev, kontrol, standardov in spiranje: s fosfatnim pufrom 
pufrana slanica z 0,05 % Tween 20 (PBS-0,05 % Tween 20) 
Fosfolipidni vezikli in eksperimenti v tekočinski celici AFM 
 raztopina za pripravo osnovne raztopine DOPS (10 mg/mL): kloroform/metanol 
(95:5) 
 raztopina za pripravo osnovne raztopine DOPC (100 mg/mL): absolutni alkohol 
 raztopina za pripravo fosfolipidnega filma z rotavapiranjem: kloroform 
 pufer za pripravo veziklov in pripravo proteinov: s HEPES pufrana slanica z 1,5 mM 
CaCl2, pH 7,5 (HBS-Ca
2+) 
 Koncentracija 
HEPES 10 mM 
Kalcijev klorid 1,5 mM 
Natrijev klorid 150 mM 
V vodi za injekcije 
pH smo umerili z 2 M NaOH 
3.4 Oprema in materiali 
 spektrofotometer Nanodrop 2000c, Thermo Scientific, Wilmington, DE, ZDA 
 črpalka Bio-Rad BioLogic LP, Bio-Rad laboratories, ZDA 
 zbiralec frakcij Bio-Rad model 2110, Bio-Rad laboratories, ZDA 
 spiralec mikrotitrskih plošč EL×405, BioTek, Winooski, Vermont, ZDA 
 čitalec mikrotitrskih plošč SunRise Tecan, Tecan Tradin AC, Männedorf, Švica 
 pH meter Mettler Toledo Seven Easy, Mettler Toledo, ZDA 
 analitska tehtnica Mettler PM2500, Mettler Toledo, Švica  
 stresalnik mikrotitrskih plošč MTS 2/4 digital, IKA, ZDA  
 vibracijski mešalnik Vortex – Genie 2, Scientific Industries, G560E, ZDA  
 centrifuga 5430 R, Eppendorf, Nemčija 
 centrifuga Hettich universal 32 R, DJB Labcare, Združeno kraljestvo 
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 rotacijski uparjevalnik Devarot, Elektromedicina Ljubljana, Ljubljana, Slovenija 
 Zetasizer nano ZS, Malvern Panalytical, Malvern, Velika Britanija 
 ultrazvočna kadička Elmasonic P 60 H – Elma, Singen, Nemčija 
 mikroskop na atomsko silo Nanoscope IIIa-MultiMode – Digital Instruments, Santa 
Barbara, CA, ZDA 
 aseptična komora z laminarnim pretokom zraka S2010, Heto Holten, Allerød, 
Danska 
 avtoklav A-11, Kambič laboratorijska oprema, Semič, Slovenija 
 magnetno mešalo, IKA RCF basic, Staufen, Nemčija 
 vakuumska črpalka Mini laboratory pump VP 86, VWR, Briare, Francija 
 pipete Research (1–10 μL, 10–100 μL, 20–200 μL, 100–1000 μL, 1000–5000 μL) in 
multipipete Research (10–100 μL, 30–300 μL), Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 kolona z imobiliziranim proteinom G HiTrap Protein G HP, 5 mL – MAb Trap Kit, 
GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Švedska 
 kolona z vezanim protrombinom, pripravljena v Laboratoriju za imunologijo 
revmatizma (47) 
 kolona z vezanim β2GPI, pripravljena v Laboratoriju za imunologijo revmatizma (48) 
 pH lističi MColorpHast, Merck, Nemčija 
 polistirenske mikrotitrske plošče Costar medium binding, 96 well EIA/RIA plate, 
Corning Inc., New York, ZDA 
 polistirenske mikrotitrske plošče Costar high binding, 96 well EIA/RIA plate, 
Corning Inc., New York, ZDA 
 ultrafiltracijske centrifugirke Amicon Ultra 4-30k in 15-100k, Merck, Nemčija 
 tipala za mikroskopijo na atomsko silo MSNL-10, Bruker, Santa Barbara, CA, ZDA 
 Dializna membrana, celuloza, Dialysis Tubing Cellulose Membrane MWCO = 12 
kDa, Sigma, St. Louis, ZDA 
 ultrafiltracijska celica Ultrafiltration cell Amicon, model 8010, Amicon Division, 
W.R. Grace & Co.-Conn., Beverly, MA, ZDA 
 ultrafiltracijska membrana Ultrafree-CL, 30k NMWL, Amicon Bioseparations, 
Japonska 
 injekcijske brizge, Henke Sass Wolf, Tuttlingen, Nemčija 
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 membranski filtri za enkratno uporabo Minisart, velikost por 0,45 µm in 0,20 µm, 
Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Nemčija 
 filtrirni sistem Vacuum filtration 500 'rapid'-Filtermax, TPP, Trasadingen, Švica 
 centrifugirke (15 mL in 50 mL), TPP, Trasadingen, Švica 
 epruvete 1,5 mL in 2 mL Safe-Lock Tubes, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 pipetni nastavki, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 dvostranski lepilni trak, Scotch, ZDA 
 lepilni trak, Q-Connect, Kitajska 
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4 METODE 
4.1 Dializa izhodiščnega materiala pred izolacijo protiteles razreda G 
Naš izhodiščni material za izolacijo protiteles razreda G (IgG) so bila pri imunoadsorpciji 
odstranjena protitelesa pacienta s primarnim APS. Pred začetkom izolacije IgG smo 
izhodiščni material razsolili in zamenjali pufer z dializo. Dializo smo izvedli v vezavnem 
pufru za izolacijo IgG (20 mM fosfatni pufer, pH 7,0). 
4.2 Razsoljevanje z dializno membrano 
Za razsoljevanje in menjavo pufrov smo uporabili dializno membrano, ki ne prepušča 
molekul, večjih od 14 kDa. Pred uporabo smo membrano spirali pod tekočo vodo 4 ure, da 
smo odstranili glicerol. Pripravljeno membrano smo z zapiralcem zaprli na eni strani, 
napolnili z vzorcem za razsoljevanje in zaprli še na drugi strani. Napolnjeno membrano smo 
potopili v 2 L dializnega pufra. Po dveh urah smo dializni pufer zamenjali s svežim in 
dializirali čez noč (14–18 h). Dializa je potekala v hladni sobi (T = 4 °C) ob stalnem mešanju. 
4.3 Koncentriranje in razsoljevanje z ultrafiltracijo 
Za koncentriranje smo glede na volumen vzorca uporabljali različno velike ultrafiltracijske 
celice Amicon. Celulozno membrano, katere pore ne prepuščajo molekul, večjih od 30 kDa, 
smo namakali v 500 mL destilirane vode in vodo v eni uri trikrat zamenjali. Ultrafiltracijo 
smo izvajali v hladni sobi (T = 4 °C) ob stalnem mešanju s 5 bari nadtlaka dušika (N2). 
Tesnjenje celice smo preverili s spektrofotometrično analizo filtrata. Časi ultrafiltracij so bili 
spremenljivi in odvisni predvsem od začetnega volumna vzorca in koncentracije proteinov 
v vzorcu. Zamenjavo pufra smo dosegli tako, da smo dodali želeni pufer dvajsetkratnega 
volumna koncentrata in koncentrirali ter isti postopek še enkrat ponovili. 
4.4 Spektrofotometrično določanje koncentracije proteinov 
Koncentracijo proteinov smo določali s spektrofotometrom Nanodrop 2000c pri valovni 
dolžini 280 nm. Program je iz meritev absorbance izračunal koncentracijo z uporabo Beer-
Lambertove enačbe. Uporabljeni masni ekstinkcijski koeficient je znašal 13,7 za raztopino 
IgG s koncentracijo 1 utežno-volumskega odstotka in 10,0 za raztopino β2GPI s 
koncentracijo 1 utežno-volumskega odstotka. Za posamezno meritev smo potrebovali 2 µL 
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vzorca, za slepo meritev smo uporabili pufer brez proteina. Morebitne napake pri merjenju 
smo zaznali na grafu odvisnosti absorbance od valovne dolžine. 
4.5 Izolacija IgG 
Uporabljeni pufri: 
 vezavni pufer: 20 mM natrijev fosfat, pH 7,0 
 izpiralni pufer: 0,1 M glicin-HCl, pH 2,7 
 nevtralizacijski pufer: 1 M tris-HCl, pH 9,0 
Uporabili smo kolono HiTrap Protein G HP (5 mL) z vezanim rekombinantnim proteinom 
G brez vezavne regije za albumin na visoko premreženih agaroznih kroglicah in sledili 
proizvajalčevim navodilom ter priporočilom (49).  
Pred pričetkom izolacije smo kolono in pufre ogreli na sobno temperaturo. Pufre in vzorce 
smo nanašali na kolono z brizgo preko filtra z velikostjo por 0,22 µm s pretokom 1 kapljica/s 
oz. 5 mL/min. Pred prvo uporabo smo kolono sprali s 25 mL destilirane vode. Sledilo je 
spiranje s 25 mL vezavnega pufra in nanos 5 mL vzorca. Frakcije po 1 mL smo začeli zbirati 
ob nanosu vzorca in nato spirali z vezavnim pufrom, dokler nismo odstranili nevezanih 
proteinov, kar smo določili spektrofotometrično z merjenjem absorbance (A280) posameznih 
frakcij pri 280 nm. Merilo za končno točko spiranja nevezane frakcije je bil padec A280 pod 
0,010 glede na vezavni pufer. Vezana IgG smo izpirali z izpiralnim pufrom ob sočasnem 
zbiranju frakcij po 1 mL. Končna točka izpiranja je bila določena enako kot pri spiranju 
nevezanih frakcij. Izpranim frakcijam smo dodali 10–60 µL nevtralizacijskega pufra do 
približno pH 7, kar smo določili s pH indikatorskimi lističi. Izprane frakcije z A280 višjo od 
0,100 smo združili in hranili pri 4 °C. Po koncu izpiranja smo kolono sprali s 25 mL 
vezavnega pufra, pred daljšim shranjevanjem še z 10 mL 20-odstotnega etanola in hranili 
pri 4 °C. Združene izprane frakcije posameznih izolacij smo združili in razsolili z dializo. 
Dializni pufer je bil 20 mM fosfatni pufer, pH 7,0. 
4.6 Izolacija IgG proti protrombinu 
Uporabljeni pufri: 
 vezavni pufer: 20 mM natrijev fosfat, pH 7,0 
 izpiralni pufer: 0,1 M glicin-HCl, pH 2,7 
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 nevtralizacijski pufer: 1 M tris-HCl, pH 9,0 
 blokirni pufer: 0,1 M tris-HCl, 0,5 M NaCl, pH 8,0 
 acetatni pufer: 0,1 M natrijev acetat/ocetna kislina, 0,5 M NaCl, pH 4,0 
Za izolacijo protiteles proti protrombinu (aPT IgG) smo uporabili kolono z vezanim 
protrombinom, ki so jo pripravili v Laboratoriju za imunologijo revmatizma (47).  
Izolacijo smo izvedli s pomočjo črpalke za črpanje raztopin BioRad s cevkami premera 1,6 
mm. Kolono smo najprej sprali s 100 mL vezavnega pufra s pretokom 2,0 mL/min. Nato 
smo vstopno in izstopno cevko dali v epruveto s filtriranim vzorcem izoliranih IgG v 
vezavnem pufru ter čez noč (14–18 h) pustili vzorec krožiti skozi kolono s pretokom 0,8 
mL/min pri 4 °C. Po kroženju vzorca smo kolono sprali s 100 mL vezavnega pufra s 
pretokom 2,0 mL/min in zbirali frakcije po 15 mL. Frakcijam smo spektrofotometrično 
izmerili koncentracijo protiteles in določili končno točko spiranja. Vezana protitelesa smo 
izpirali s 40 mL izpiralnega pufra s pretokom 1,0 mL/min in zbirali frakcije po 2 mL. Pri 
izpiranju smo preko povezave detektorja z računalnikom spremljali spremembo prevodnosti 
in absorbance UV-svetlobe. Glede na spremembo absorbance, ki je bila merilo za prisotnost 
protiteles, smo podaljšali čas izpiranja. Izpranim frakcijam smo dodali nevtralizacijski pufer 
do približno pH 7, kar smo določili s pH indikatorskimi lističi. Izprane frakcije z A280 višjo 
od 0,100 smo združili in hranili pri 4 °C. 
Po izpiranju smo kolono regenerirali z blokirnim (BP) in acetatnim pufrom (AP) v 
naslednjem vrstnem redu: 30 mL BP, 30 mL AP, 30 mL BP, 30 mL AP, 30 mL BP, 30 mL 
AP pri stalnem pretoku 1,5 mL/min. Vse cevke smo sprali z deionizirano vodo s pretokom 
2 mL/min (t = 15 min). Kolono smo sprali s 70 mL vezavnega pufra s pretokom 2 mL/min. 
V kolikor kolone nismo uporabili znova naslednji dan, smo jo konzervirali z 20-odstotnim 
etanolom in hranili pri 4 °C. Združene izprane frakcije posameznih izolacij smo združili in 
koncentrirali ter zamenjali pufer z ultrafiltracijo. 
4.7 Izolacija IgG proti β2GPI 
Za izolacijo protiteles proti β2GPI (aβ2GPI IgG) smo uporabili kolono z vezanim β2GPI, ki 
so jo pripravili v Laboratoriju za imunologijo revmatizma (48).  
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Postopek izolacije s pomočjo črpalke BioRad in uporabljeni pufri so bili enaki kot pri 
izolaciji protiteles proti protrombinu. Združene izprane frakcije posameznih izolacij smo 
združili in koncentrirali ter zamenjali pufer z ultrafiltracijo. 
4.8 Določevanje od fosfatidilserina odvisnih protiteles proti protrombinu z 
encimskoimunsko metodo (aPS/PT IgG ELISA) 
Uporabljeni pufri: 
 1 % BSA/TBS CaCl2 
 TBS CaCl2 0,05 % Tween 20 
 dietanolaminski pufer, pH 9,8 
Od fosfatidilserina odvisna protitelesa proti protrombinu smo določili s hišno metodo, 
razvito v Laboratoriju za imunologijo revmatizma (50). 
Uporabljali smo polistirenske mikrotitrske plošče Costar medium binding. V vsako 
vdolbinico smo nanesli 40 µL fosfatidilserina, raztopljenega v mešanici kloroform/metanol 
(1:3) s koncentracijo 50 mg/L. Po nanosu fosfatidilserina smo odkrite plošče inkubirali čez 
noč (14–18 h) pri 4 °C, da je topilo izhlapelo. Preostala vezavna mesta smo blokirali z 1 % 
BSA/TBS CaCl2 (150 µL/vdolbinico) in pokrite plošče inkubirali 1 h pri sobni temperaturi. 
Plošče smo sprali s TBS CaCl2 0,05 % Tween 20 na spiralcu ELx405 BioTek. Vzorce, 
negativne in pozitivne kontrole, standarde in protrombin smo redčili z 1 % BSA/TBS CaCl2. 
Nanesli smo protrombin koncentracije 20 mg/L (25 µL/vdolbinico) in nato vzorce po shemi 
(25 µL/vdolbinico). Inkubirali smo 1 h na stresalniku pri sobni temperaturi. Sekundarna 
protitelesa (kozja protitelesa proti človeškim IgG, konjugirana z alkalno fosfatazo) smo 
ločeno redčili 1:2000 z 1 % BSA/TBS CaCl2 in jih po spiranju s TBS CaCl2 0,05 % Tween 
20 nanesli v vdolbinice (50 µL/vdolbinico) ter inkubirali na stresalniku 30 minut pri sobni 
temperaturi. Substrat para-nitrofenil fosfat s koncentracijo 1 mg/mL v dietanolaminskem 
pufru, pH 9,8, smo pripravili 15 minut pred nanosom. Po spiranju s TBS CaCl2 0,05 % 
Tween 20 smo ga nanesli 100 µL/vdolbinico.  
Optično gostoto (OD405) smo merili s čitalnikom SunRise Tecan pri 405 nm do optimalnega 
prileganja predvidenim vrednostim optične gostote internega standarda. Internemu 
standardu najmanjše redčitve smo pripisali vrednost AUG (arbitrarne enote IgG) 100. Na 
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podlagi OD405 redčitev internega standarda smo določili polinomsko funkcijo odvisnosti 
AUG od OD405. 
4.9 Določevanje protiteles proti β2GPI z encimskoimunsko metodo (aβ2GPI IgG 
ELISA) 
Uporabljeni pufri: 
 150 mM PBS, pH 7,4 
 PBS – 0,05 % Tween 20 
 dietanolaminski pufer, pH 9,8 
Protitelesa proti β2GPI smo določili s hišno metodo, razvito v Laboratoriju za imunologijo 
revmatizma (51). 
Uporabljali smo polistirenske mikrotitrske plošče Costar high binding. V vsako vdolbinico 
smo nanesli 50 µL β2GPI koncentracije 10 µg/mL v 150 mM PBS, pH 7,4. Plošče smo 
pokrite z dodatnim polistirenskim pokrovom (t.i. »aβ2GPI inkubator«) inkubirali 2 uri pri 
sobni temperaturi. Plošče smo sprali s PBS – 0,05 % Tween 20 s spiralcem ELx405 BioTek. 
Vzorce in kontrole smo redčili 1:100 s PBS – 0,05 % Tween 20, standard IgG po shemi. Po 
spiranju smo v vdolbinice nanesli 50 µL vzorcev, kontrol ali standardov po shemi. Plošče 
smo inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi v »aβ2GPI inkubatorju«. Sekundarna 
protitelesa proti IgG smo redčili 1:1000 in jih po spiranju s PBS – 0,05 % Tween 20 nanesli 
v vdolbinice (50 µL/vdolbinico). Inkubirali smo 30 minut pri sobni temperaturi v »aβ2GPI 
inkubatorju«. Po spiranju s PBS – 0,05 % Tween 20 smo nanesli 100 µL/vdolbinico substrata 
para-nitrofenil fosfata s koncentracijo 1 mg/mL v dietanolaminskem pufru, pH 9,8, in merili 
OD405 s čitalnikom SunRise Tecan enako kot pri aPS/PT ELISA.  
Meritve OD405 in določitev arbitrarnih enot protiteles so potekale enako kot pri aPS/PT 
ELISA.  
4.10 Priprava fosfolipidnih veziklov 
Pripravili smo osnovni raztopini dioleil fosfatidilserina (DOPS) v zmesi kloroform/metanol 
(95:5) s koncentracijo 10 mg/mL in dioleil fosfatidilholina (DOPC) v absolutnem alkoholu 
s koncentracijo 100 mg/mL. Shranjevali smo ju v temnih stekleničkah pri –80 °C. 
Uporabljeno steklovino smo čistili s čistilom za laboratorijsko steklovino in pred uporabo 
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sprali s koncentriranim etanolom v komori z laminarnim pretokom zraka ter prepihali z 
dušikom. V bučko smo odpipetirali osnovni raztopini DOPS in DOPC in ju raztopili v 5 mL 
kloroforma. Topilo smo odparili na rotacijskem uparjalniku z vakuumsko črpalko pri 
stalnem dotoku dušika. Sušili smo 60 minut, dodali 10 mL HBS-Ca2+ in mešali 30 minut pri 
stalnem dotoku dušika. Bučko s suspendiranimi vezikli smo potopili v ultrazvočno kadičko 
in sonicirali 10–20 minut. Sonicirano disperzijo veziklov smo polnili v sterilne 
mikrocentrifugirke. Končna koncentracija fosfolipidov je bila 0,5 mg/mL, delež DOPS 30 
%. Shranjevali smo jih zaščitene pred svetlobo pri 4 °C.  
4.11 Določevanje velikosti fosfolipidnih veziklov 
Velikost fosfolipidnih veziklov smo določali z metodo fotonske korelacijske spektroskopije 
na napravi Zetasizer nano ZS. Za posamezno meritev smo potrebovali 1 mL vzorca. 
Pri fotonski korelacijski spektroskopiji z laserskim žarkom svetimo preko leče na kiveto z 
vzorcem. Sipano svetlobo detektiramo pod določenim kotom s fotopomnoževalko in signal 
prenesemo na računalnik s koleratorjem, ki izračuna avtokorelacijsko funkcijo intenzitete 
sipane svetlobe.  
Programska oprema izračuna hidrodinamski premer delcev z uporabo Einstein-Stokesove 
enačbe (enačba 1) z izmerjenim difuzijskim koeficientom (D), sipalnim vektorjem (q) in 
difuzijskim časom (τd).  
D =
𝑘𝐵𝑇
6𝜋𝑟𝜂
=
1
𝜏𝑑𝑞2
 ; 𝑞 =
4𝜋𝑛
𝜆
𝑠𝑖𝑛
𝜃
2
 
Enačba 1: Einstein-Stokesova enačba: kB – Boltzmannova konstanta, T – temperatura, r – 
polmer delca, η – viskoznost medija, τd – difuzijski čas, q – sipalni vektor, n – lomni količnik 
medija, λ – valovna dolžina laserske svetlobe, θ – sipalni kot 
4.12 Priprava fosfolipidnega dvosloja na sljudi 
Odrezali smo primerno velik kos sljude in ga z dvostranskim lepilnim trakom prilepili na 
kovinsko ploščico, ki služi za stabilno namestitev na piezoelektrično vodilo. Sljudo smo 
cepili z lepilnim trakom, da smo dobili atomsko gladko površino, in nanjo nanesli okrog 100 
µL (odvisno od velikosti kosa sljude) disperzije fosfolipidnih veziklov, tako da je nastala 
stoječa kapljica. Kose sljude s stoječimi kapljicami smo pokrite inkubirali eno uro pri sobni 
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temperaturi. Po inkubaciji smo nežno odlili odvečno tekočino, prekrili s HBS-Ca2+ in sljudo 
položili na piezoelektrično vodilo AFM ter nanjo namestili tekočinsko celico.  
4.13 Razsoljevanje in menjava pufra reagentom, uporabljenih v tekočinski celici 
AFM  
Izolirana aβ2GPI IgG in β2GPI smo razsolili z ultrafiltracijskimi centrifugirkami Amicon 
Ultra 4-30k pri 7197 × g in raztopili v HBS-Ca2+. Pred uporabo v tekočinski celici AFM smo 
aβ2GPI IgG in β2GPI v HBS-Ca
2+ redčili do koncentracije 0,40 mg/mL oziroma do 0,15 
mg/mL. Osnovne raztopine ANX A5 (0,97 mg/mL) nismo razsoljevali, temveč samo 
razredčili v HBS-Ca2+ do koncentracije 0,01 mg/mL. Pri tem smo zanemarili zmanjšanje 
koncentracije topljencev HBS-Ca2+ v končni raztopini (za 1,03 %).  
4.14 Delo z mikroskopom na atomsko silo 
Uporabljali smo AFM Nanoscope IIIa-MultiMode s piezoelektričnim vodilom E (15 µm) in 
J (125 µm). Meritve smo izvajali v tekočinski celici v kontaktnem načinu s konstantno silo. 
Uporabljali smo tipala z ročico iz silicijevega nitrida z elastično konstanto 0,01 N/m in 
silicijevo konico (MSNL-10). Hitrost skeniranja je bila spremenljiva, običajno 5 Hz. 
Eksperimenti so bili izvedeni pri sobni temperaturi. Dobljene slike in grafe smo obdelali v 
programu Nanoscope Analysis 1.50. 
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Izolacija frakcije IgG 
Biološkemu vzorcu pacientovih protiteles, odstranjenih pri imunoadsorpciji, smo po dializi 
in menjavi pufra spektrofotometrično izmerili koncentracijo in ga analizirali s testoma 
aPS/PT in aβ2GPI ELISA. Ker imata IgG in IgA različna ekstinkcijska koeficienta (13,7 za 
IgG in 13,2 za IgA), je bila izmerjena koncentracija 10,25 mg/mL, določena z ekstinkcijskim 
koeficientom za IgG, le približek. Z aPS/PT in aβ2GPI ELISA smo dokazali prisotnost IgG 
in IgA proti obema antigenoma. V petnajstih izolacijah IgG smo iz 75 mL izolirali 593 mg 
IgG (c = 3,8 mg/mL, V = 156 mL, Preglednica I). Izolirana protitelesa IgG so bila pozitivna 
na obeh ELISA za IgG in negativna za IgA, obratno je bil ostanek pri izolaciji (nevezana 
frakcija) pozitiven za IgA in negativen za IgG na obeh ELISA (Preglednica II).  
Preglednica I: Količina izoliranih IgG v posamezni izolaciji. 
Zaporedna številka 
izolacije 
Volumen [mL] Koncentracija 
[mg/mL] 
Masa [mg] 
1 12,5 3,5 43,8 
2 11,5 4,1 47,2 
3 10,0 4,3 43,0 
4 11,5 3,8 43,7 
5 10,5 4,2 44,1 
6 9,5 4,6 43,7 
7 12,0 3,6 43,2 
8 10,5 4,1 43,1 
9 11,0 4,0 44,0 
10 10,5 4,1 43,1 
11 10,5 4,2 44,1 
12 9,0 4,9 44,1 
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13 10,0 4,3 43,0 
14 9,5 3,8 36,1 
15 10,5 4,1 43,1 
Skupaj   649,1 
Združeno in 
koncentrirano 
156 3,8 592,8 
Preglednica II: Določitev prisotnosti specifičnih IgG in IgA v izhodiščnem materialu, 
izoliranih IgG in ostanku po izolaciji. Pozitiven rezultat: ≥5 (aPS/PT ELISA) oziroma ≥2 
(aβ2GPI ELISA).  
 aPS/PT ELISA aβ2GPI ELISA 
Vzorec AUG AUA AUG AUA 
Izhodiščni material v fosfatnem pufru 16 7 124 6 
Izolirana IgG 5 0 105 1 
Ostanek pri izolaciji 1 5 0 12 
5.2 Izolacija specifičnih IgG 
Iz izoliranih IgG smo v dveh kroženjih na koloni z vezanim protrombinom izolirali 73,4 mg 
aPT IgG, vendar smo med koncentriranjem del IgG izgubili. Po prvi izolaciji smo izolirana 
aPT IgG sprva koncentrirali v ultrafiltracijskih centrifugirkah Amicon Ultra 15-100K. V 
želji po pospešitvi procesa smo povečevali centrifugalno silo do 7197 × g. Pri teh pogojih je 
centrifugirka počila, saj se sme po navodilih proizvajalca uporabljati samo do 5000 × g. 
Končna količina nekontaminiranih izoliranih aPT IgG je znašala 35,9 mg. Po izolaciji aPT 
IgG smo iz ostanka v štirih kroženjih na koloni z vezanim β2GPI skupaj izolirali 7,75 mg 
aβ2GPI IgG. 
5.3 Primerjava specifičnosti izoliranih protiteles s testoma aPS/PT in aβ2GPI ELISA 
Izoliranim protitelesom po posameznih izolacijah na kolonah z vezanim protrombinom 
oziroma β2GPI smo primerjali specifičnost z aPS/PT in aβ2GPI ELISA (Graf 1). Redčitve 
smo glede na koncentracijo posameznih vzorcev prilagodili tako, da je bila končna 
24 
 
koncentracija IgG v vdolbinicah 0,1 mg/mL pri aPS/PT ELISA in 0,01 mg/mL pri aβ2GPI 
ELISA. 
Graf 1: aPS/PT in aβ2GPI AUG vrednosti vzorcev IgG po posameznih izolacijah na koloni 
z vezanim protrombinom ali β2GPI. Vzorci so na grafu označeni po ključu: tip izoliranih 
IgG (aPT ali aβ2GPI) in zaporedna številka izolacije. 
Pri vseh vzorcih smo določili IgG proti obema antigenoma. Možen vzrok za takšen rezultat 
smo si razlagali z obstojem populacije IgG, ki prepoznava oba antigena oziroma morebitne 
skupne epitope. S testi ELISA tega nismo mogli nedvoumno dokazati. Zasnova poteka 
izolacij ni bila primerna za potrjevanje takšnih hipotez, saj je bila izolacija aPT in aβ2GPI 
IgG le korak za pridobitev reagentov za nadaljnje eksperimente v tekočinski celici AFM. 
Lin, Chen in sod. (52) so pokazali, da nekatera aPL prepoznajo skupen konformacijski epitop 
β2GPI in homologne katalitične domene več serinskih proteaz kot so trombin, aktivirani 
protein C in plazmin. Sicer niso raziskovali vezave na protrombin, vendar je bilo med 
njihovimi analiziranimi protitelesi tudi eno monoklonsko aPT IgG, ki je bilo pozitivno tudi 
na aβ2GPI ELISA. Domneva o obstoju populacije IgG, ki prepozna skupni epitop 
protrombina in β2GPI, ostaja še neraziskana. 
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5.4 Priprava reagentov za eksperimente v tekočinski celici AFM 
Pri našem delu smo osnovne pogoje (sestava fosfolipidne zmesi, pufri in koncentracije 
proteinov) posnemali iz modela Irman s sodelavci in sledili njihovim praktičnim navodilom 
(10): 
 AFM omogoča opazovanje na nanometrski skali, zato smo uporabljali kemijsko, 
mikrobiološko in fizikalno čiste reagente ter se pri pripravi držali smernic 
aseptičnega dela; 
 fosfolipidi so občutljivi na oksidacijo in mikrobiološko kontaminacijo, zato smo 
uporabljali sveže fosfolipide, vezikle smo pripravljali v dušikovi atmosferi in 
spremljali temperaturo v ultrazvočni kadički; 
 za nastanek dvosloja na sljudi je potrebna zadostna količina disperzije veziklov in 
inkubacija pri sobni temperaturi 60 minut; 
 v kolikor je temperatura faznega prehoda (Tm) fosfolipidne zmesi višja od sobne, je 
potrebno segrevanje vzorca do Tm. V našem primeru segrevanje ni bilo potrebno, saj 
je Tm  –17 °C za DOPC in –11 °C za DOPS; 
 najbolj uporabni vezikli so velikosti okrog 200 nm. S pomočjo merjenja velikosti 
veziklov in določevanja pokritosti sljude s fosfolipidnm dvoslojem smo določili 
optimalne pogoje soniciranja; 
 fosfolipidni dvosloj na trdnem nosilcu mora biti v tekočinski celici ves čas prekrit s 
pufrom.  
5.5 Analiza fosfolipidnega dvosloja 
Prvi korak pri vseh eksperimentih v tekočinski celici AFM je bila analiza fosfolipidnega 
dvosloja. Cilj je bil kvantitativno opredeliti uspešnost nastanka dvosloja z deležem pokritosti 
sljude in določiti višino oziroma debelino dvosloja. Delež pokritosti smo določili iz slik 
površine, debelino pa iz slik ter grafov sil. 
Po inkubaciji fosfolipidnih veziklov na sljudi smo posneli ravno površino s prisotnimi 
luknjami, kar pomeni, da se dvosloj ni tvoril na celotni površini sljude (Slika 3). S 
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programsko opremo smo iz slik površine dobili preseke površine, iz katerih smo določevali 
višine struktur, ki so se vezale na sljudo ali dvosloj (Graf 2).  
 Slika 3: Tipična slika površine po inkubaciji fosfolipidnih veziklov na sljudi. Slika je bila 
posneta v kontaktnem načinu v tekočinski celici (pufer nad površino je bil HBS-Ca2+). Na 
sliki je označeno tudi območje preseka (Graf 2). Barvna lestvica na vseh slikah je enaka, 
različne so višinske skale.  
Graf 2: Presek tipične slike površine (območje označeno na Sliki 3). V tem primeru je višina 
dvosloja (navpična puščica) na sljudi okoli 3 nm. 
Višino dvosloja je moč določiti tudi s spektroskopijo sil. Rezultat ob izvajanju 
spektroskopije sil je graf upogiba ročice tipala v odvisnosti od premika piezoelektričnega 
vodila (Graf 3). Dokler sta tipalo in površina toliko oddaljena, da med njima ni merljivih sil, 
je upogib konstanten. Pri stiku tipala s togo površino pa začne upogib linearno naraščati. Za 
fosfolipidni dvosloj na trdnem nosilcu je značilno sunkovito zmanjšanje upogiba med 
pritiskanjem tipala na površino. Gre za predrtje dvosloja, kar lahko podrobneje analiziramo 
h = 3 nm 
Sljuda 
Dvosloj 
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s pretvorbo grafa v odvisnost upogiba ročice od razdalje med tipalom in površino (Graf 4). 
Pri stiku tipala s površino premik piezoelektričnega vodila ne spremeni razdalje med tipalom 
in površino, temveč poveča silo med tipalom in površino (𝐹 =
𝑒𝑙𝑎𝑠𝑡𝑖č𝑛𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑎 𝑟𝑜č𝑖𝑐𝑒 × 𝑢𝑝𝑜𝑔𝑖𝑏 𝑟𝑜č𝑖𝑐𝑒). Med pritiskom tipala na fosfolipidni 
dvosloj se pri dovolj velikem upogibu (sili) tipalo dodatno približa površini, grafično 
določen premik tipala pa ustreza višini dvosloja. 
 Graf 3: Upogib ročice tipala v odvisnosti od premika piezoelektričnega vodila. Modra črta 
prikazuje upogib ob približevanju površini (od leve proti desni), rdeča pa oddaljevanje od 
nje (od desne proti levi). Na grafu je obkroženo značilno sunkovito zmanjšanje upogiba, ki 
ustreza predrtju dvosloja. 
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Graf 4: Odvisnost upogiba ročice od razdalje med tipalom in površino. Na primeru analize 
dvosloja vidimo, da se je pri upogibu 64 nm (navpična puščica) tipalo približalo površini za 
dodatnih 4,6 nm (vodoravna puščica). To pomeni, da je z meritvijo sile določena debelina 
dvosloja 4,6 nm, sila, potrebna za predrtje, pa 0,64 nN. 
Povprečna debelina dvosloja, določena iz slik, je bila 2,0 ± 0,6 nm, določena z meritvijo sile 
pa 4,7 ± 1,0 nm. Vzrok za razliko v izmerjenih debelinah je v sami izvedbi meritev. Pri 
kontaktnem načinu snemanja tipalo z relativno visoko hitrostjo potuje po površini, kar 
povzroči strižno deformacijo dvosloja, ki je zato navidezno tanjši (10). 
Med opazovanjem površine dvosloja smo morali biti pozorni tudi na pogoje snemanja. V 
začetnih poskusih smo s preveliko silo snemanja dvosloj večkrat odstranili s sljude. Površino 
smo začeli snemati na manjšem območju, po prehodu na večje območje pa smo na sliki 
zaznali večjo luknjo v dvosloju, ki je sovpadala s predhodnim območjem snemanja (Slika 
4). Ker je do tega prišlo nenamerno, nimamo slike površine pred odstranitvijo dvosloja. 
Vseeno si upamo trditi, da je šlo za mehansko odstranitev dvosloja, saj je območje 
odstranitve vedno sovpadalo s predhodnim območjem snemanja.  
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Slika 4: Dva primera odstranitve dvosloja s sljude s tipalom. Z belima kvadratoma sta 
označeni območji odstranitve zaradi snemanja s preveliko silo. Višinska skala: A) (–4)–2 
nm; B) (–4)–4 nm.  
5.6 Vpliv velikosti fosfolipidnih veziklov na nastanek fosfolipidnega dvosloja 
Pri končni velikosti fosfolipidnih veziklov se je kot najpomembnejši parameter izkazala moč 
ultrazvočne kadičke. Sprva smo uporabljali ultrazvočno kadičko USC T 300 (VWR, 
Malezija) s sledečimi lastnostmi: maksimalna moč 160 W, efektivna moč 80 W in frekvenca 
45 kHz. Čeprav smo čas soniciranja postopoma podaljševali do 1 h, je bila velikost veziklov 
nad 1000 nm ter z visokim polidisperznim indeksom (PdI), uspešnost nastanka dvosloja pa 
nizka in neponovljiva. Po inkubaciji teh veziklov smo na površini sljude običajno zaznali le 
kolute, ki nastanejo pri razlitju posameznih veziklov, vezanih na površino, redko je prišlo do 
koalescence in rasti dvosloja (Slika 5). Iz rezultatov meritve velikosti veziklov je bilo 
razvidno, da je ultrazvočna kadička le majhen delež velikih multilamelarnih veziklov uspela 
razbiti na SUV. Prenizka koncentracija SUV je bila vzrok, da proces zlivanja veziklov in 
koalescence kolutov ni vodil do popolne prekritosti sljude z dvoslojem. 
 
 
 
Dvosloj 
Sljuda 
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Slika 5: Dva primera nastalega dvosloja iz veziklov, pripravljenih z ultrazvočno kadičko 
USC T 300 (VWR, Malezija). Na sliki A vidimo nekaj večjih kolutov, na sliki B pa večje 
področje neprekinjenega dvosloja kot posledica zlivanja veziklov ali koalescence kolutov. 
Višinska skala: A) (–2)–6 nm; B) (–2,5)–2,5 nm.  
Nato smo uporabljali ultrazvočno kadičko Elmasonic P 60 H (Elma, Nemčija) z lastnostmi: 
maksimalna moč 560 W, efektivna moč 140 W in frekvenca 37 kHz, ki omogoča tudi 
spreminjanje moči od 30 % do 100 % v korakih po 10 %. Za določitev optimalnih pogojev 
soniciranja smo pripravili vezikle pri različnih močeh ultrazvoka (60–100 %) in različnih 
časih (10–20 min). Izmerili smo velikost dobljenih veziklov (Graf 5) in delež pokritosti (Graf 
6) po inkubaciji na sljudi. 
Dvosloj 
Dvosloj 
31 
 
Graf 5: Povprečna velikost veziklov v odvisnosti od pogojev soniciranja. 
Graf 6: Delež pokritosti sljude z dvoslojem v odvisnosti od velikosti veziklov. 
Uspešnost nastanka dvosloja ni bila odvisna le od povprečne velikosti veziklov, tudi zato, 
ker naši vzorci nisi bili homogeni po velikosti (PdI med 0,215 in 0,988). Glede na to, da je 
bil nastanek dvosloja šele prvi korak v našem eksperimentalnem modelu, smo se zadovoljili 
s predstavljenimi rezultati, saj so vseeno omogočali določitev pogojev za nadaljnjo pripravo 
veziklov z novo ultrazvočno kadičko. Izbrali smo 90 % efektivne moči, soniciranje je 
potekalo 10, 15 ter 20 minut. Povprečna velikost veziklov pri teh pogojih je bila med 137 in 
260 nm. Pri pripravi dvosloja smo hkrati inkubirali več vzorcev in nadaljnje eksperimente 
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izvajali le na tistih z višjim deležem pokritosti. Prekinjenost dvosloja (prisotnost lukenj v 
dvosloju (Slika 3)) je imela tudi praktično vrednost pri interpretaciji, saj smo si določene 
nepravilnosti v dvosloju lahko zamislili kot orientacijske točke. Z njihovo pomočjo smo se 
prepričali, da smo opazovali površino vedno na istem mestu, kajti pri injiciranju reagentov 
v tekočinsko celico je lahko prišlo do premika tipala glede na površino. 
Fosfolipidne vezikle je moč pripraviti tudi z ultrazvočno sondo in izrivanjem skozi 
polikarbonatno membrano. Ultrazvočna sonda omogoča visoko moč obdelave veziklov in 
hitrejše razbitje multilamelarnih veziklov do SUV z minimalnim radijem. Slabosti 
ultrazvočne sonde sta: možnost pregrevanja vzorca, kar povzroči razpad fosfolipidov, in 
kontaminacija vzorca s sproščenimi kovinskimi delci iz sonde (53).  Pri opazovanju 
dvosloja, nastalega iz veziklov, ki smo jih pripravili z ultrazvočno sondo, smo opazili večje 
delce, ki jih nismo zaznali pri uporabi ultrazvočne kadičke (Slika 6). Za odstranitev 
sproščenih delcev iz ultrazvočne sonde je potrebno disperzijo fosfolipidnih veziklov 
centrifugirati (54) ali filtrirati (55). Izrivanje lipidne suspenzije skozi polikarbonatno 
membrano z definirano velikostjo por je tehnika, s katero pridobivamo liposome s 
premerom, podobnim velikosti por uporabljene membrane. Glavni prednosti izrivanja skozi 
polikarbonatno membrano sta najbolj homogena distribucija končne velikosti in precejšnja 
ponovljivost med serijami (54). Izbrana metoda z ultrazvočno kadičko poleg enostavnosti 
omogoča izvedbo vseh stopenj (priprava fosfolipidnega filma, hidracija fosfolipidnega filma 
in zmanjševanje veziklov) v zaprtem sistemu z regulacijo temperature. 
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Slika 6: Primer sproščenih delcev iz ultrazvočne sonde (označena z zvezdico). Višina delcev 
je približno 5 nm, lateralne dimenzije so mikrometrskih velikosti. Na površini vidimo tudi 
prekinjen dvosloj. Višinska skala: (–5)–10 nm. 
5.7 Kristalizacija aneksina A5 na fosfolipidnem dvosloju 
Monomeri ANX A5 se v odvisnosti od Ca2+ vežejo na negativno nabito membrano, kjer 
tvorijo trimere. Trimeri kristalizirajo v dveh dimenzijah v obliki sataste mreže (kristalna 
oblika p6). Luknje v satasti mreži se lahko zapolnijo z dodatnimi trimeri (t.i. centralni 
trimeri). Pri zadostni pokritosti površine z ANX A5 pride do faznega prehoda v obliko p3, 
ki ima gostejši sklad (Slika 7) (56). 
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Slika 7: Shematski prikaz 2D kristalizacije ANX A5 na negativno nabiti fosfolipidni 
membrani v prisotnosti Ca2+. Prirejeno po (57). 
Na nastali dvosloj z zadovoljivim deležem pokritosti sljude smo v tekočinsko celico injicirali 
ANX A5 različnih koncentracij v HBS-Ca2+. ANX A5 na dvosloju kristalizira v dveh 
osnovnih oblikah (opisanih je tudi več redkejših oblik (15)), p3 in p6, v odvisnosti od 
sledečih pogojev: koncentracije ANX A5, deleža DOPS v fosfolipidni zmesi (Preglednica 
III) in koncentracije Ca2+ (pregled v (57)). 
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Slika 8: Kristalne oblike ANX A5. Zgornji sliki prikazujeta kristalno strukturo p6, s popolno 
(levo) in nepopolno (desno) vezavo centralnih trimerov. Osnovna celica p6: a = b = 19,3 nm, 
γ = 120°. Spodnja slika prikazuje strukturo p3. Osnovna celica p3: a = b = 10,3 nm, γ = 120°. 
Kristalno strukturo p3 smo posneli z manjšo relativno natančnostjo zaradi manjše osnovne 
celice. Posamezna področja oblike p3 so v primerjavi s p6 urejena na manjših razdaljah (58). 
Višinska skala: na vseh slikah (–0,5)–0,5 nm. 
Pri injiciranju iste koncentracije ANX A5 v HBS-Ca2+ sprva nismo dobili ponovljivih 
rezultatov (različna kristalna oblika, različen delež pokritosti dvosloja), poleg tega smo se 
soočali še s prej omenjenim premikom tipala glede na površino. Sumili smo neustrezno 
zasnovan način injiciranja v tekočinsko celico. Uporabljali smo tekočinsko celico z ročnim 
injiciranjem in brez mešanja. Vzrok za premike tipala smo našli v injekcijski brizgi, ventilu, 
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ki je omogočal menjavo vbrizganih tekočin, in cevki, ki je povezovala ventil s tekočinsko 
celico. Težave je povzročalo lepenje med batom in steno brizge ter med ročico in steno 
ventila. V kombinaciji s prekratko cevko smo pri injiciranju in pri premikih ročice ventila 
nenamerno sunili tudi tekočinsko celico. V nadaljevanju smo podaljšali cevko in injicirali 
previdno ter nežno. Neponovljivost kristalizacije ANX A5 smo razlagali z neponovljivo 
koncentracijo ANX A5 v celici. Ker v celici ni bilo mešanja, smo morali injicirati zadosten 
volumen nove tekočine za popolno menjavo medija nad preiskovano površino. Po zadnji 
prilagoditvi sistema injiciranja je zadosten volumen znašal 600 µL. Koncentracije ANX A5 
v izhodni cevki iz tekočinske celice nismo merili, saj tudi večji injiciran volumen ni vplival 
na rezultate. Po seriji ponovljivih rezultatov smo izvedli set eksperimentov pri različnih 
koncentracijah ANX A5 in kvalitativno opredelili vpliv koncentracije ANX A5 na hitrost 
kristalizacije in kristalizacijsko obliko (Preglednica III). 
Preglednica III: Kristalizacija ANX A5 pri različnih pogojih (koncentracija ANX A5 in 
delež DOPS). 
Koncentracija ANX 
A5 (mg/L) 
Delež DOPS v 
zmesi fosfolipidov 
Kristalna oblika Opombe 
10,0 0,3 p3 Popolna pokritost 
(Slika 9) 
5,00 0,3 p3 Prehod p6-p3 ob 
popolni pokritosti 
(Sliki 10 in 11) 
3,75 0,3 p6 Nepopolna pokritost 
(Slika 12) 
2,50 0,3 p6 Nepopolna pokritost 
10,0 0,1 p6 Nepopolna pokritost 
(Slika 13) 
Pri injiciranju 10,0 mg/L ANX A5 na dvosloj z deležem DOPS 0,3 je ANX A5 prekril 
celotno površino dvosloja, še preden smo uspeli posneti sliko. Praviloma smo morali po 
injiciranju pred nadaljnjim snemanjem počakati vsaj 15 minut, da se je tekočinska celica 
termično uravnovesila. V enem primeru se nam je zgodilo, da smo, podobno kot pri 
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odstranitvi dvosloja s površine sljude, s površine dvosloja odstranili vezani ANX A5, kar 
nam je hkrati služilo za primerjavo hitrosti kristalizacije. Na opazovanem območju smo 
sprva s tipalom s preveliko silo snemanja reverzibilno odstranili ANX A5, ki se je v 
naslednjih 13 min ponovno vezal in prekril dvosloj (Slika 9). 
Slika 9: Kristalizacija ANX A5 (10,0 mg/L) na fosfolipidnem dvosloju (30 % DOPS). Slika 
A: po odstranitvi ANX A5 s površine, slika B: 5 min kasneje, slika C: 13 min kasneje. 
Višinska skala: na vseh slikah (–10)–10 nm.  
Pri injiciranju 5,00 mg/L ANX A5 na dvosloj z deležem DOPS 0,3 smo najprej opazili 
posamezne lise, ki so se nato širile, združile in v 40 min prekrile celotno površino dvosloja 
(Slika 10). Pri opazovanju posameznih lis smo prepoznali kristalno obliko p6 z nepopolno 
vezavo centralnih trimerov. Ob prekritju celotne površine dvosloja smo najprej prepoznali 
kristalno obliko p6 brez manjkajočih centralnih trimerov, nato pa kristalno obliko p3 (Slika 
11).  
Slika 10: Kristalizacija ANX A5 (5,00 mg/L) na fosfolipidnem dvosloju (30 % DOPS). Slika 
A: 15 min po dodatku ANX A5 na dvosloj, slika B: 26 min po dodatku ANX A5, slika C: 
40 min po dodatku ANX A5. Višinska skala: na vseh slika (–7)–5 nm.  
Dvosloj 
ANX A5 
ANX A5 
Dvosloj 
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Pri slikanju površine kristaliziranega ANX A5 (5,00 mg/L, 30 % DOPS) smo pri popolni 
prekritosti dvosloja prepoznali spremembo kristalne oblike ANX A5 (Slika 11). Na levi sliki 
so vidne črte, ki so značilne za kristalno obliko p6. Po posneti levi sliki smo poskusili 
pridobiti sliko kristalne oblike p6 na manjšem območju slikanja z večjo resolucijo. Zmanjšali 
smo območje skeniranja in posneli desno sliko, iz katere je razvidna kristalna oblika p3. 
Pojav prehoda med kristalnima oblikama so opisali že Reviakine in sod. (58). 
Slika 11: Fazni prehod med kristalnima oblikama pod vplivom mehanske sile (tipala). Slika 
A: na večjem območju skeniranja posneta slika, kjer so vidne značilne črte strukture p6 (3 
črte dodatno poudarjene), slika B: naslednja slika na istem, a manjšem območju skeniranja, 
kjer prepoznamo strukturo p3 (obkroženo). Višinska skala: na obeh slikah (–0,5)–0,5 nm. 
Pri injiciranju 3,75 mg/L ANX A5 na dvosloj z deležem DOPS 0,3 smo na površini dvosloja 
zaznali posamezne lise ANX A5. V času opazovanja so se širile ali krčile, vendar se delež 
pokritosti dvosloja z ANX A5 ni bistveno spreminjal (Slika 12). Kristalizacijska oblika 
vezanega ANX A5 je bila p6 z nepopolno vezavo centralnih trimerov. Enako smo opazili 
tudi pri koncentraciji ANX A5 2,75 mg/L, le da je bilo na površini manj vezanega ANX A5. 
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Slika 12: Kristalizacija ANX A5 (3,75 mg/L) na fosfolipidnem dvosloju (30 % DOPS). Slika 
A: 30 min po dodatku ANX A5, slika B: 50 min po dodatku, slika C: 70 min po dodatku. 
Višinska skala: na vseh slikah (–5)–3 nm. 
V primerjavi z običajno uporabljenim deležem DOPS (0,3) se je pri zmanjšanem deležu 
DOPS (0,1) v fosfolipidni zmesi in koncentraciji ANX A5 10,0 mg/L na dvosloj vezalo manj 
ANX A5 (Slika 13). Kristaliziral je v obliki p6 z nepopolno vezavo centralnih trimerov in ni 
prekril celotne površine dvosloja. 
Slika 13: Kristalizacija ANX A5 (10,0 mg/L) na fosfolipidnem dvosloju (10 % DOPS). Slika 
A: 15 min po dodatku ANX A5, slika B: 40 min po dodatku, slika C: 60 min po dodatku. 
Višinska skala: na vseh slikah (–5)–5 nm. 
Naša opažanja kristalizacije ANX A5 na fosfolipidnem dvosloju so konsistentna s sprejetim 
mehanizmom oziroma potekom kristalizacije (Slika 7, (56)). ANX A5 se je najprej vezal na 
dvosloj v kristalni obliki p6, hkrati se je satasta mreža zapolnjevala s centralnimi trimeri. 
Popolni pokritosti dvosloja s kristalno mrežo in vezavi vseh centralnih trimerov je sledil 
prehod v kristalno obliko p3. Pri deležu DOPS v fosfolipidni zmesi 0,3 in koncentraciji Ca2+ 
1,5 mM smo dosegli popolno pokritost dvosloja s koncentracijo ANX A5 vsaj 5,00 mg/L. Z 
zmanjšanjem deleža DOPS v fosfolipidnem dvosloju ob nespremenjeni koncentraciji Ca2+ 
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smo pokazali, da se na dvosloj z manjšim negativnim nabojem veže manj ANX A5. Kljub 
temu, da ANX A5 uvrščamo med aneksine, ki jim je skupna vezava negativno nabitih 
fosfolipidov v odvisnosti od Ca2+, so Govorukhina in sod. (56)  pokazali, da se ANX A5 
veže tudi na dvosloj iz čistega DOPC ob prisotnosti ≥ 20 mM Ca2+.  
Pri opazovanju lis kristaliziranega ANX A5 smo opazili, da jih je moč odstraniti s površine 
dvosloja (Slika 14). To smo opazili le pri nepopolni pokritosti dvosloja z ANX A5 in na 
manjšem območju skeniranja. Obkroženo liso na levi sliki smo želeli pobližje poslikati. Med 
skeniranjem nismo uspeli dobiti ostre slike, pri vrnitvi na večjo območje skeniranja pa smo 
ugotovili, da smo s tipalom liso odstranili. 
Slika 14: Mehanska odstranitev lise ANX A5 s površine dvosloja. Slika A: obkrožena lisa 
ANX A5, slika B: na istem mestu ni več lise ANX A5. Višinska skala: na obeh slikah (–5)–
3 nm. 
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Kadar je ANX A5 prekril celotno površino dvosloja, ga, v nasprotju z lisami ANX A5 pri 
nepopolno prekritem dvosloju, nismo uspeli odstraniti z dvosloja. Z namernim 
povečevanjem sile slikanja smo hkrati odstranili ANX A5 in dvosloj s sljude (Slika 15). Na 
levi sliki je prikazana površina pred namernim posegom s preveliko silo skeniranja, na desni 
pa po posegu. Iz globin nastalih lukenj (v črnem pravokotniku) je razvidno, da smo skupaj 
odstranili ANX A5 in dvosloj.  
Slika 15: Mehanska deformacija ANX A5 in fosfolipidnega dvosloja s tipalom. Slika A: 
popolno kristaliziran ANX A5 na dvosloju, slika B: v pravokotniku vidna odstranitev ANX 
A5 in dvosloja. Višinska skala: na obeh slikah (–5)–2 nm.  
5.8 Interakcija β2GPI s fosfolipidnim dvoslojem 
Za β2GPI je značilno, da aglomerira na fosfolipidnih površinah (10). Vezavo na negativno 
nabite fosfolipide mu omogoča domena V, ki vsebuje hidrofobno zanko in je pozitivno 
nabita zaradi 14 lizinskih ostankov (59). Irman in sod. (38) so na fosfolipidni dvosloj vezane 
skupke β2GPI zaznali 3,1 ± 0,2 nm nad dvoslojem. Višine so bile nižje od pričakovanj glede 
na dimenzije molekule β2GPI (13,2 × 7,2 × 2,0 nm
3 (24)), kar pojasnjujejo s horizontalno 
orientacijo molekule na fosfolipidnem dvosloju (59). V primeru prekinjenega dvosloja so 
opazili, da se je β2GPI preferenčno vezal na sljudo, skupki so bili 5 ± 0,5 nm višji od 
dvosloja. Interakcije med β2GPI in sljudo, ki je hidrofilna in negativno nabita, so verjetno 
pretežno elektrostatske narave (38) (Slika 16). V kolikor so na prekinjen dvosloj najprej 
ANX A5 
Sljuda 
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injicirali aβ2GPI IgG, so opazili, da se vežejo na razgaljeno sljudo, naknadno dodani β2GPI 
pa je aglomeriral na dvosloju. 
Slika 16: Shematski prikaz vezave β2GPI na negativno nabiti fosfolipidni dvosloj in sljudo 
(prirejeno po (10)). 
Na sveže nastali fosfolipidni dvosloj (delež DOPS 0,3) smo v tekočinsko celico injicirali 
β2GPI s koncentracijo 0,15 mg/mL v HBS-Ca
2+. Zaznali smo vezavo β2GPI na sljudo, višina 
skupkov, ki se niso širili, je bila 4,7 ± 0,8 nm (3,0–8,9 nm) nad dvoslojem (Slika 17). β2GPI 
je vedno prekril vso razgaljeno sljudo, vezave na dvosloj pa nismo opazili niti 24 h po 
injiciranju. Vezavo β2GPI na dvosloj smo poskusili doseči s povečanjem koncentracije 
β2GPI (do 0,30 mg/mL) in povečanjem deleža DOPS (do 0,7) v fosfolipidni zmesi. Pri obeh 
spremembah, posebej in skupaj, nismo opazili vezave na dvosloj, le zapolnitev lukenj v 
dvosloju. 
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Slika 17: Vezava β2GPI na sljudo. Slika A: prekinjen dvosloj pred dodatkom β2GPI. Slika 
B: po dodatku β2GPI, ki se je vezal le na sljudo. Višinska skala: A) (–2)–1 nm; B) (–2)–8 
nm.  
Gamsjaeger in sod. (60) so z uporabo površinske plazmonske resonance opisali vezavo na 
fosfolipidni dvosloj z modelom dvostopenjske reakcije. Prvotni vezavi β2GPI sledi 
oligomerizacija oziroma tvorba skupkov. Pokazali so povečano afiniteto β2GPI do dvosloja 
z višjim deležem fosfatidilserina in vlogo Ca2+ kot modulatorja vezave, ki naj bi 
elektrostatsko ščitil negativno nabite fosfolipide in tako zmanjšal afiniteto β2GPI do 
membrane. Z uporabo AFM so zaznali širjenje na dvosloj vezanih skupkov β2GPI, niso pa 
zaznali znatnih sprememb pri vezavi na dvosloj z različnim deležem fosfatidilserina (5  in 
10 mol %). Širjenje skupkov β2GPI so z AFM zaznali tudi Quinn in sod. (61), ostali avtorji 
podobnih modelov o širjenju skupkov ne poročajo (npr. (42), (62), (63), (64), (38)). Od 
omenjenih avtorjev opazovanj vezave β2GPI z AFM le Irman in sod. (38) opazijo vezavo 
β2GPI na sljudo, kljub temu da so ostali tudi dokumentirali defekte oziroma prekinjenost 
dvosloja. Opažanje je pomembno predvsem pri zasnovi eksperimentov, saj so meritve višin 
mehkih bioloških struktur z AFM bolj razpršene kot pri trdnih vzorcih, zato višine same ne 
zadoščajo za identifikacijo struktur (naše meritve β2GPI na sljudi glede na dvosloj so navzdol 
segale do povprečnih višin skupkov β2GPI na dvosloju v (38) in (60)). Možen pristop pri 
zasnovi je tudi blokada razgaljene sljude z IgG (38) ali BSA (62) pred inkubacijo β2GPI. 
Buchholz in sod. (65) so lastnost vezave β2GPI na sljudo izkoristili za opazovanje oblik 
monomerov na sljudi z AFM. 
Dvosloj 
β2GPI 
Dvosloj 
Sljuda 
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Možen razlog za nevezavo β2GPI na dvosloj v naših eksperimentih je sprememba nativne 
oblike β2GPI. De Groot in Meijers (21) v preglednem članku o β2GPI opažata nasprotne 
rezultate glede funkcije β2GPI, pridobljenega iz različnih laboratorijev. Kot možen vzrok 
navajata razlike v konformaciji proteina, ki so posledica izolacijske metode (predvsem 
izolacije s precipitacijo s perklorovo kislino). Brighton in sod. (66) so okarakterizirali 
različne metode izolacije β2GPI in primerjali vezavne lastnosti na anionske fosfolipide. Kot 
najpomembnejši dejavnik vezave izpostavljajo ohranjeno celovitost v domeni V, saj pri 
cepitvi 50 % izoliranega proteina v tej domeni niso zaznali vezave na imobilizirane anionske 
fosfolipide na trdnem nosilcu. Poročajo tudi o drugih možnih poškodbah glikoproteina, saj 
so glede na molekulsko maso in izoelektrično točko zaznali več oblik β2GPI brez cepitve v 
domeni V. Čučnik in sod. (67) v analizi izolacijske metode β2GPI s perklorovo kislino, 
uporabljene v Laboratoriju za imunologijo revmatizma, zaključujejo, da oksidacija ali 
razpad β2GPI med izolacijo nista privedla do zmesi različnih oblik β2GPI, temveč do nižjega 
izkupička izolacije nativnega proteina. V naših eksperimentih uporabljen β2GPI je bil 
izoliran iz optimiziranega postopka metode Čučnik in sod. Po optimiziranem postopku 
izolirani β2GPI je na poliakrilamidni gelski elektroforezi v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata in na aβ2GPI ELISA imel podobne lastnosti kot izolirani po predhodni metodi 
(46).  
Že pri opazovanju fosfolipidnega dvosloja in kristalizaciji ANX A5 smo opazili, da lahko s 
tipalom med snemanjem površine odstranimo molekule s sljude oziroma iz dvosloja. Če so 
bile v naših eksperimentih privlačne sile med β2GPI in dvoslojem dovolj nizke, bi lahko bilo 
odstranjevanje β2GPI s površine razlog, da vezave β2GPI nismo zaznali. Vezavo so ostali v 
kontaktnem načinu snemanja sicer uspeli zaznali ((38), (60)), vendar so Gamsjaeger in sod. 
(60) skenirali površino z nižjo frekvenco (1 Hz). Nekateri avtorji ((61), (42), (62)) pa so 
ravno zaradi potencialnih škodljivih vplivov tipala pri opazovanju bioloških vzorcev 
uporabljali tipalni način (61). Za iskanje vzroka nevezave β2GPI bi lahko bila naša naslednja 
koraka uporaba alternativne metode za proučevanje medmolekulskih interakcij (npr. 
površinska plazmonska resonanca, ki omogoča nastanek dvosloja na senzorskem čipu (60)) 
in ponovitev eksperimentov v tipalnem načinu. 
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5.9 Interakcija para antigen (β2GPI) in protitelo (aβ2GPI IgG) s fosfolipidnim 
dvoslojem ter ANX A5 
Pri inkubaciji izoliranih aβ2GPI IgG (0,40 mg/mL v HBS-Ca
2+) nad sveže pripravljenim 
fosfolipidnim dvoslojem smo opazili samo vezavo na razgaljeno sljudo. Protitelesa so pri 
uporabljeni koncentraciji zapolnila vse luknje v dvosloju (že v času do prvega posnetka 
površine).  Področja z vezanimi IgG na sljudo so bila 2,6 ± 0,9 nm višja od dvosloja in se 
niso širila (čas opazovanja do 24 h po injiciranju) (Slika 18).  
Slika 18: Vezava aβ2GPI IgG na sljudo. Slika A: prekinjen dvosloj pred dodatkom IgG, slika 
B: po dodatku IgG, ki se je vezalo na sljudo. Višinska skala: A) (–4)–2 nm; B) (–2)–4 nm. 
Naša opažanja so konsistentna z Irman in sod. (10), ki so pri opazovanju vezave IgG na 
sljudo pri nižji uporabljeni koncentraciji zaznali postopno in šibko vezavo, saj so s tipalom 
odnašali molekule s preveliko silo skeniranja. Domnevajo tudi, da so interakcije zaradi 
hidrofilnosti in negativnega naboja sljude med IgG in sljudo elektrostatske narave, 
orientacija molekul na površini pa naključna. Prav tako niso zaznali vezave IgG na 
fosfolipidni dvosloj.  
Kadar smo v tekočinsko celico nad fosfolipidni dvosloj skupaj injicirali β2GPI in aβ2GPI 
IgG (0,15 mg/mL oz. 0,40 mg/mL v HBS-Ca2+), smo zaznali, da se je material najprej vezal 
na razgaljeno sljudo, kasneje pa so se skupki začeli širiti (Slika 19). Skupki so bili 11,9 ± 1,7 
nm višji od dvosloja. Nikoli nismo zaznali vezave kompleksa antigen-protitelo na dvosloj.  
IgG 
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Slika 19: Vezava in širjenje kompleksa β2GPI-aβ2GPI IgG. Slika A: prekinjen dvosloj pred 
dodatkom kompleksa, slika B: 7 min po dodatku kompleksa, slika C: 67 min po dodatku 
kompleksa. Višinska skala: A) (–1,5)–2 nm; B) (–5)–15 nm; C) (–10)–10 nm.  
Ko je bil v injicirani zmesi ANX A5 (10 mg/L) poleg β2GPI in aβ2GPI IgG, je ANX A5 
nemoteno kristaliziral na dvosloju, kompleks pa se je vezal na sljudo. Skupki so se po vezavi 
na sljudo začeli širiti (Slika 20). Tudi ko smo poskus izvedli v dveh korakih – najprej 
injiciranje ANX A5, po popolni prekritosti dvosloja z ANX A5 pa injiciranje zmesi β2GPI, 
aβ2GPI IgG in ANX A5 – ni bilo vidne razlike v vezavi oz. širjenju skupkov kompleksa. 
Enako kot pri poskusih brez ANX A5, se kompleks ni vezal na dvosloj oz. ANX A5 in ni 
motil kristalizacije ANX A5.   
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Slika 20: Vezava in širjenje kompleksa β2GPI-aβ2GPI IgG v prisotnosti ANX A5. Slika A: 
prekinjen dvosloj popolnoma prekrit z ANX A5, slika B: 4 min po dodatku zmesi ANX A5, 
β2GPI in aβ2GPI IgG, slika C: 43 min po dodatku, slika D: 22 h 34 min po dodatku. Višinska 
skala: A) (–7)–3 nm; B) (–5)–10 nm; C) (–5)–17,5 nm; D) (–7,5)–7,5 nm.  
Širjenje skupkov, vezanih β2GPI in aβ2GPI IgG, si razlagamo kot izpodrivanje in ne kot 
razprostiranje preko dvosloja oz. kristaliziranega ANX A5, saj je bila višina skupkov 
enakomerna po vsej njihovi površini. Pri razprostiranju bi pričakovali dvig oziroma stopnico 
na meji med skupkom in dvoslojem. Z gotovostjo tega sicer ne moremo trditi, saj smo z 
AFM opazovali le površino, nismo pa mogli »videti« v globino. 
ANX A5 
β2GPI-aβ2GPI IgG 
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Nevezava samega β2GPI oziroma skupaj z aβ2GPI IgG nam onemogoča prenos opažanj z 
našega modela na patofiziološko okolje aktiviranih celičnih membran. Vzrok za nevezavo 
kompleksa β2GPI-aβ2GPI IgG je verjetno enak vzroku za nevezavo β2GPI, saj je vloga 
aβ2GPI IgG povečanje afinitete β2GPI do negativno nabitih fosfolipidov kot posledica 
dimerizacije β2GPI (68).  
Irman in sod. (38) so poročali o vezavi kompleksa β2GPI-aβ2GPI IgG (uporabljali so 
izolirana aβ2GPI IgG pacienta z APS) na fosfolipidni dvosloj v primeru nepopolne 
kristalizacije ANX A5 na dvosloju (Slika 21). Vezavi je sledila tudi lateralna rast skupkov 
kompleksa. Do vezave kompleksa ni prišlo, če je ANX A5 kristaliziral po celotni površini 
dvosloja. S temi opažanji so podkrepili teorijo, da je eden izmed možnih patogenih 
mehanizmov aPL prekinitev tvorbe antikoagulacijskega ščita ANX A5. Dejstvo, da se je 
kompleks vezal le pri nepopolni kristalizaciji ANX A5, pa govori v prid modela dveh 
sprožilcev. 
Slika 21: Shema vezave kompleksa β2GPI-aβ2GPI IgG na fosfolipidni dvosloj v prisotnosti 
nepopolno kristaliziranega ANX A5 in na razgaljeno sljudo. Do vezave kompleksa na 
dvosloj ni prišlo v primeru popolne kristalizacije ANX A5. (Prirejeno po: (69)) 
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Rand in sod. (42) so v svojih poskusih uporabljali monoklonska aPL, pridobljena iz 
mononuklearnih celic iz periferne krvi pacientov z APS. Opazili so, da dodatek protiteles in 
β2GPI vpliva na celovitost predhodno kristaliziranega ANX A5 na fosfolipidnem dvosloju. 
Do motenj v kristalni strukturi ANX A5 je prišlo le v prisotnosti β2GPI – sama protitelesa 
niso imela vidnega učinka – stopnja prekinitev pa je bila odvisna od uporabljenih protiteles. 
Nasprotno Poindron in sod. (70) z drugim monoklonskim aPL IgG niso pokazali vpliva 
kompleksa na kristalizacijo ANX A5, kar je lahko posledica tudi heterogenosti aPL (71), saj 
se je v kliničnih študijah pokazalo, da podskupina pacientov z APS ne kaže zmanjšane 
antikoagulacijske aktivnosti ANX A5 ((72), (73)). 
Z uporabljenim modelom raziskovanja molekulskih mehanizmov patogeneze APS z AFM 
je moč ovrednotiti tudi potencialne farmakološke intervencije. Na podlagi retrospektivnih 
kliničnih študij, ki so pokazale zmanjšanje frekvence tromboz med pacienti z APS, ki so 
jemali hidroksiklorokin ((74), (75)), so Rand in sod. ((63), (64)) v svoj model dodali 
hidroksiklorokin in opazili znižanje vezanih kompleksov β2GPI-aβ2GPI IgG in sekundarno 
kristalizacijo ANX A5 okrog kompleksov. Vpliv hidroksiklorokina na kompleks so 
podkrepili še z alternativnimi metodami.  
5.10 Zaključki 
V sklopu magistrske naloge smo v prvem delu uspeli izolirati IgG pacienta s primarnim APS. 
V nadaljevanju smo iz izoliranih IgG izolirali aPT in aβ2GPI IgG. Po analizi izoliranih 
specifičnih protiteles z aPS/PT in aβ2GPI ELISA se nam poraja vprašanje o obstoju 
populacije protiteles, ki prepoznavajo oba antigena oziroma morebitne skupne epitope. 
V drugem delu smo pokazali povezavo med močjo ultrazvočne kadičke in velikostjo 
pridobljenih fosfolipidnih veziklov. Iz ustreznih fosfolipidnih veziklov smo pripravili 
fosfolipidne dvosloje na trdnem nosilcu in določili pokritost sljude z dvoslojem. Pripravljeni 
dvosloji so bili prekinjeni, v vseh primerih je bil prisoten delež razgaljene sljude (okrog 0,3). 
Na dvosloju smo uspeli kristalizirati ANX A5 in kvalitativno pokazati odvisnost kristalne 
strukture od koncentracije ANX A5 in deleža DOPS v fosfolipidni zmesi. Pridobitev 
kvantitativnih kinetičnih parametrov vezave ANX A5 je bila omejena z AFM, saj smo za 
snemanje slike potrebovali približno eno minuto (odvisno od frekvence snemanja). Z 
uporabo naprednejšega visoko-frekvenčnega AFM je moč pridobiti tudi kvantitativne 
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informacije. Miyagi in sod. (76) so na primer pokazali, da ANX A5 stabilizira membrane na 
sekundi časovni skali. 
Inkubacija β2GPI na dvosloju ni pokazala pričakovanih rezultatov, saj se ta nikoli ni vezal 
na dvosloj. Vzroki za nevezavo lahko izvirajo iz izolacije, kjer se β2GPI poškoduje, ali 
pogojev snemanja, kjer tipalo odstrani β2GPI iz površine dvosloja. Pri sočasni inkubaciji z 
aβ2GPI IgG prav tako nismo opazili vezave kompleksa β2GPI-aβ2GPI IgG na dvosloj. 
Razlogi so po eni strani lahko enaki nevezavi β2GPI, po drugi strani ni nujno, da vsa aPL 
IgG posedujejo zmožnost zvišanja afinitete β2GPI do negativno nabitega fosfolipidnega 
dvosloja oziroma da vplivajo na kristalizacijo ANX A5 (70).  
Uporabljeni model ima lahko kljub temu pomembno vlogo v diagnostiki APS. Različni 
avtorji so pokazali vpliv različnih aPL v kombinaciji z β2GPI na kristalizacijo ANX A5 in 
možni patogeni mehanizem aPL. V diagnostiki bi lahko na primer ovrednotili vpliv 
posameznih monoklonskih aPL in tako določili, katera pripomorejo k razvoju simptomov 
APS z vplivom na antikoagulacijski ščit ANX A5. V sklopu tega, bi morali najprej proučiti 
vse pogoje modela, začenši z vplivom izolacije ali uporabe rekombinantnega β2GPI na 
vezavo na dvosloj. Temu bi sledila uporaba modela za ovrednotenje potencialnih učinkovin 
z delovanjem na nivoju medmolekulskih interakcij med β2GPI in aβ2GPI IgG oziroma med 
kompleksom β2GPI-aβ2GPI IgG in dvoslojem. 
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6 SKLEP 
V magistrski nalogi smo dosegli eksperimentalne cilje in prišli do naslednjih sklepov: 
1. iz pacienta z APS smo izolirali frakcijo IgG v zadostni količini in čistosti za 
eksperimentalno delo, 
2. iz frakcije IgG smo ločeno izolirali protitelesa proti protrombinu in proti β2GPI, 
3. tako aPT kot aβ2GPI IgG so bila pozitivna na aPS/PT in aβ2GPI ELISA, zato se nam 
po analizah poraja vprašanje obstoja morebitne podpopulacije protiteles, ki 
prepoznavajo oba antigena oziroma morebitne skupne epitope, 
4. velikost fosfolipidnih veziklov, izdelanih po opisanem postopku, je odvisna 
predvsem od moči ultrazvočne obdelave in manj od časa obdelave, 
5. vezikli, velikosti med 100 in 200 nm, so na sljudi tvorili dvosloje z največjimi deleži 
pokritosti, 
6. na tvorjenem dvosloju smo kristalizirali ANX A5 in pokazali odvisnost hitrosti 
kristalizacije in kristalne oblike od koncentracije ANX A5 in deleža DOPS, 
7. vezave β2GPI in kompleksa β2GPI-aβ2GPI IgG na dvosloj nismo zaznali. Kot 
opažajo že drugi avtorji, so in vitro lastnosti β2GPI lahko odvisne od njegovega 
izvora, zato jih je smiselno ovrednotiti z več alternativnimi metodami. 
S tem smo dosegli namen magistrskega dela.  
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